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y permitirme crecer científicamente en el mundo de los polímeros. También 
gracias por esos caramelillos que nos endulzan las tardes. Curra, gracias por 
venir a sacarme del agujero negro que sufren todas las tesis en algún momento y 
por estar siempre disponible, incluso en tiempos de bodas, partos,… Gracias a 
los dos este trabajo ha llegado a buen puerto. 
Gracias también a Blanca, que aunque no se haga notar mucho, 
siempre está ahí, aportando ideas interesantes y ayudándote en lo que haga 
falta. 
Ya que estamos con “los jefes” me gustaría también agradecer a todos 
“los jefes” que tuve en mis estancias.  Al Profesor Claudio Migliaresi del 
Dipartimento di Ingegneria dei Materiali (Università degli Studi di Trento)  por 
descubrirme el electrospinning  y permitirme asistir a los cursos de Ischia. Al 
Profesor C. James Kirkpatrick y al Doctor Sven Halstenberg del 
Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz por mostrarme 
un punto de vista celular que nunca había imaginado. Y también a la Doctora 
Cristina Abradelo del Grupo de Interacciones Moleculares (Universidad CEU San 
Pablo), que primero vino ella y luego fui yo, para agobiarla con mis medidas de 
microcalorimetría. 
También me gustaría agradecer a todas las personas que han pasado 
por el laboratorio y que también han hecho posible el desarrollo de esta tesis ya 
sea aportando alguna idea, saliendo a tomar una empanada a Lavapiés, una 
cerveza al hospital (al principio fue a Rosa) o simplemente discutiendo 
cualquier tontería que llegue a nuestros oídos. No quisiera dejarme a nadie, por 
lo que, empezando por el principio, está César, compañero de tardes musicales 
de bajo y trompeta en los sótanos de Lavapiés; a todos los que se fueron con él: 
Paloma, Elena, Verónica, Rodrigo y Alberto; y los que aguantan desde el 
principio: Luis Rojo, Luis Rodríguez, Mar (mi maestra en el mundo celular), 
Gema, Gallardo y Pine; a los que llegaron conmigo y con los que he sufrido 
todo este tiempo: Diego y Marisa; a mis ex-compañeras el laboratorio de 
células, Sandra y Lorena que partieron a descubrir nuevos horizontes; a todos 
los que han ido llegando: Patricia, Paco, Feli, Álvaro, Belén y Fani; a todos los 
que pasaron algún tiempo en el laboratorio: Cesare, Eva Servoli, Joana,  
Rodrigo, Tiago y Raúl (que parecía que no se iba a ir nunca); y a todo aquel del 
que me haya olvidado y que haya pasado conmigo algún momento agradable. 
Por último, y no por ello menos importante, agradecer a mi familia su 
apoyo durante este tiempo, en el que han aprendido desde lo que es un 
polímero a  cómo viven las células; y a Beatriz que siempre ha estado a mi lado 
y creo que ha sido y será la única que se ha leído todos mis abstracts, posters, 
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“Quien  no  haya  experimentado  la 
irresistible  atracción  de  la  ciencia,  no 
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  I.   Introducción 
La  síntesis  y polimerización de  nuevos monómeros  que  con‐
tengan grupos funcionales activos es un campo en continuo desarrollo 
debido a la amplia gama de propiedades que pueden lograrse mediante 







tes  de  los  polímeros  biodegradables  son  la  liberación  controlada  de 
fármacos,  implantes y estructuras para reparación de  fracturas, aplica‐




con  capacidad para  inhibir  la angiogénesis, así  como el estudio de  su 
actividad biológica, biocompatibilidad y  su aplicación  en procesos  tu‐
morales. 
De entre  los numerosos  tipos de monómeros posibles para  la 
copolimerización se han elegido  los derivados acrílicos  (Figura I.1) de‐
bido a sus buenas propiedades  y su amplia y variada aplicación como 
biomateriales.  El  comportamiento  de  este  tipo  de  polímeros  depende 
fundamentalmente del  tipo de sustituyente en  las cadenas  laterales,  lo 












La principal ventaja de  este  tipo de polímeros  es  la  facilidad 



















medicamentos ha  sufrido un  gran desarrollo. Actualmente,  su diseño 
incluye  la  vectorización  hacia  los  tejidos,  células  o  incluso  comparti‐
mentos  subcelulares  apropiados,  así  como  el  ajuste  de  los  perfiles  al 
ritmo circadiano. Además, las investigaciones actuales en liberación de 
fármacos intentan cubrir otras necesidades específicas como1: 










Desde  el  punto de  vista  estructural,  los  sistemas  poliméricos 
con actividad  farmacológica pueden presentar una estructura química 
muy variada, aunque pueden clasificarse genéricamente en dos tipos: el 
primero  está  basado  en  la unión  física de  compuestos  farmacológica‐
mente activos a matrices poliméricas. La liberación del fármaco se pro‐
duce por simple difusión a través de una matriz hinchada o una mem‐
brana  semipermeable. El  segundo  tipo de  sistemas,  con  actividad  far‐
macológica, consiste en cadenas poliméricas de peso molecular contro‐
lado que  incorporan el principio activo en  la propia macromolécula o 
unido  covalentemente  a  ella.  En  estos  casos,  los  enlaces  que  unen  el 
fármaco al esqueleto macromolecular deben ser hidrolíticamente sensi‐










a depender  tanto de  los monómeros que  constituyen el esqueleto ma‐
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de  relaciones de  reactividad  sin manipulación de  la muestra ni  aisla‐
miento del copolímero. 
I.2   Angiogénesis 





 Vasculogénesis  (Figura  I.3): Las células endoteliales sur‐
gen de  células poco  especializadas denominadas  angio‐
blastos,  los cuales se alinean  formando el  interior de  los 








 Angiogénesis  (Figura  I.4): Es  la  formación de vasos san‐
guíneos  a  partir  de  otros  ya  existentes.  Es  un  proceso 
complejo en el que las células endoteliales se activan me‐
diante  una  señal  angiogénica,  sintetizando  y  liberando 
enzimas degradativas. Esto permite la remodelación de la 
matriz  extracelular    facilitando  la migración,  prolifera‐
ción y diferenciación de  las células endoteliales para dar 
lugar a los capilares. 




























encuentra  fuertemente  influenciado  por  las  funciones  biológicas  de  
proteoglicanos tipo heparán sulfato (HSPGs) y su capacidad de unión a 




 Incrementan  la  concentración  local  de  ciertos  factores 
proangiogénicos  en  las  proximidades  de  los  receptores 
celulares. 




cos permitiendo  la dimerización y  activación del  recep‐
tor. 
Los  receptores de  la membrana  celular  son moléculas de alta 
afinidad  con  actividad  tirosina‐kinasa. La unión de  estos  con  algunos 
factores proangiogénicos dimeriza el receptor estimulando su actividad 

















la densidad de vasos sanguíneos que  irrigan el  tumor y el  tamaño del 
tumor,  capacidad metastática,  tipo histológico y grado de malignidad 
de dicho tumor19.  
Los  trabajos de  investigación  llevados  a  cabo por  Folkman  y 




neovascularización,  obteniendo  sus  nutrientes por difu‐
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sión de  los  tejidos  circundantes y manteniéndose en un 
estado de latencia. 



















Existen  numerosas  proteínas  con  capacidad  proangiogénica23 
(Tabla I.1), siendo las más comúnmente identificadas en los tumores el 

























interaccionan  con  los  receptores  de  la  membrana  celular  activando  la 
formación de nuevos vasos sanguíneos que vascularizan el  tumor sumi‐
nistrándole nutrientes9. 












vantes en el desarrollo de  tumores  son: el  factor de  crecimiento de  fi‐
broblastos ácido (aFGF) y el básico (bFGF). Ambos pueden incrementar 







de  tumor  en  la  cornea  de  un  conejo  (zona  avascular).  Los  implantes 
atrajeron  nuevos  capilares  que  crecieron  vascularizando  la masa  del 


















mente  estables  (raramente  ocurren mutaciones  espontá‐




 Los  vasos  sanguíneos  activados  poseen marcadores  es‐
pecíficos, y  los  factores proangiogénicos  receptores, que 
se  podrían  utilizar  para  el  desarrollo  de  fármacos  que 
fuesen dirigidos a esas células. 
 El hecho de que una  sola  red vascular  soporte  el  creci‐

















unen  selectivamente  a  los  factores proangiogénicos  inhibiendo 


















tran de  forma  intravenosa31. A partir de  esta  estrategia  se han 
sintetizado  fármacos  como Aflibercept®  ,  desarrollado  conjun‐




res  en  el  tratamiento  del  cáncer  ovario  y  cáncer  de  pulmón 
avanzado. 
iii. ‐ Inhibidores de  la actividad de  los  factores proangiogénicos: La activi‐
dad de algunos factores proangiogénicos depende de la concen‐




administración  de  sustancias  análogas  a  los HSPGs  constituye 
otra  ruta para  la  inhibición de dichos  factores. Entre  otros,  las 
suraminas, naftilureas polisulfonadas, han demostrado  la capa‐
cidad  de  unirse  a  diversos  factores  proangiogénicos,  como  el 












tems  Inc, que actúa  contra  los  receptores del VEGF y que  está 
mostrando una buena capacidad de inhibición de la angiogéne‐












estudio  que  utilizan  esta  vía  de  inhibición,  algunos  ejemplos  son: 
Zactima®  (Astra  Zeneca  Pharmaceuticals  LP)  en  fase  clínica  I39  o 
Nexavar® (Bayer Pharmaceuticals Corp.) en fase clínica III40. Sus pro‐
piedades residen en la inhibición de la actividad de tirosina‐kinasa. 
d) Otros  inhibidores de  la angiogénesis: Podemos encontrar algunas 
sustancias  que  inhiben  la  angiogénesis  pero  que  no  se  ha  podido 
























res correspondientes de  la membrana celular33‐34,  42 y  también en su  in‐
teracción  con  los  receptores de  los VEGF43.  Pero  el  uso  clínico de  las 
suraminas está fuertemente limitado debido al amplio rango de efectos 













Estos  compuestos  interaccionan  fuertemente  con  los  FGF,  in‐
hibiendo  su  unión  a  los  receptores  de  la membrana  celular  y  supri‐
miendo su actividad proangiogénica46‐48. 
De acuerdo con la estructura molecular de las suraminas y su‐
radistas,  se  estudió  el  ácido  1,3,6‐naftalentrisulfónico  (NTS)  como  la 
estructura que posee  las propiedades antiangiogénicas, obteniendo  re‐
sultados positivos  in vivo e  in vitro en  la  inhibición de  la angiogénesis 
inducida  por  FGF.  A  partir  de  estos  resultados,  Lozano  y 
colaboradores49 estudiaron una serie de derivados del NTS con menor 
número de grupos sulfónicos (Figura I.10).  














El uso de  compuestos  como  suraminas y  suradistas  como  in‐
hibidores de  la angiogénesis tiene una  limitación  importante debido al 
estrecho margen  que  existe  entre  la dosis mínima  para  inhibir  la  an‐
giogénesis y  la dosis en  la que aparecen efectos  tóxicos  (ventana  tera‐
péutica). 
En  la  búsqueda de  nuevos polianiones  sulfónicos  con menor 
toxicidad  que  estos  compuestos  se  ha  descubierto  que  los  derivados 
sulfónicos de  la distamicina A se unen a  factores de crecimiento de  fi‐
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creciente dada  la  gran  cantidad de  población  que  se  ve  afectadab. La 





nica  y  baja.  Las moléculas  obtenidas  deben mantener  una  actividad 




2. Síntesis y  caracterización de  sistemas  copoliméricos basados en el 
monómero  derivado  del  ANSA  y  en  al  ácido  2‐acrilamido‐2‐
metilpropanosulfónico. Estudio de la reacción de copolimerización. 































III.   Síntesis y caracterización de polí-












































propiedades. A  continuación  se  describen  los  distintos  comonómeros 
utilizados en el presente trabajo: 
Ácido  2‐acrilamido‐2‐metilpropanosulfónico.  Éste  es  un 
monómero aniónico portador de un grupo sulfónico (ácido fuerte) ioni‐
zado  en  prácticamente  todo  el  rango  de  pH1.  Se  suele  emplear  en  la 
síntesis de hidrogeles para uso biomédico y para la liberación controla‐
da de  fármacos2‐6. Su  carácter  iónico  le permite  formar polielectrolitos 
para su uso como conductor iónico7. Su homopolímero es biocompatible 
y debido a  su naturaleza  sulfónica y a  su mimetismo  con  la heparina 
posee una gran actividad antitrombogénica y antiangiogénica8‐10.  





grupo  amino,  le  confiere  la  característica  de  zwitterión  (compuesto 
químico eléctricamente neutro pero que tiene cargas formales positivas 
y negativas  sobre  átomos diferentes). Debido  a  esta propiedad, posee 
una elevada solubilidad en agua y bastante baja en muchos disolventes 















A  pesar  de  ser  un monómero  altamente  tóxico,  cuando  se  encuentra 
polimerizado pierde dicha toxicidad permitiendo su uso como biomate‐
rial20‐21.  Al igual que en el caso anterior, el AB ha sido ampliamente es‐









do  2‐acrilamido‐2‐metilpropanosulfónico  (Avocado)  se  utilizaron  sin 
purificación previa. La N‐vinilpirrolidona (Sigma‐Aldrich) se destilo en 
atmósfera  inerte  y  el  acrilato de  butilo  (Fluka)  a presión  reducida. El 




macenaron  sobre  tamiz molecular  (4Å). El 2,2’‐azo‐bis‐isobutironitrilo, 
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no:  agua  (80:20)  como  disolvente,  con  una  concentración  total  de 
monómeros de 0,5 M y a 60  °C. Previo a  la  reacción,  las disoluciones 
fueron desoxigenadas bajo una corriente de nitrógeno durante 30 minu‐









ó  CD3OD,  dependiendo  de  su  solubilidad,  en  concentraciones  de  10 
mg/ml, para los espectros de 1H‐RMN, y 100 mg/ml, para los espectros 
de  13C‐RMN. Todos  los espectros  se  registraron en un equipo  Innova‐
400  trabajando  a  una  frecuencia  de  400 MHz,  empleando  TMS  como 
referencia externa. Los espectros de IR de los copolímeros se obtuvieron 
mediante  reflexión  total  atenuada  (ATR‐FTIR)  en  un  equipo  Perkin‐
Elmer  (Spectrum One). Los espectros  se  registraron  con 32 barridos y 
una resolución de 4 cm‐1. 




 Mediante  la  técnica de  cromatografía de permeación  en  gel 
(GPC) se determinó el peso molecular promedio en número (Mn), peso 
molecular  promedio  en  peso  (Mw)  y  polidispersidad  (Mw/Mn)  de  los 











Los  copolímeros derivados del ANSA  se  analizaron  en DMF 
(grado GPC con 0,1% m/v de LiBr) en un equipo Perkin‐Elmer equipado 
con una bomba Perkin‐Elmer Isocratic LC pump 250 conectado a un detec‐
tor  de  índice  de  refracción.  Las muestras  se  eluyeron  utilizando  tres 
columnas en serie PL‐gel de poliestireno‐divinilbenzeno de  tamaño de 
poro 103, 104 y 105 Å (Varian Inc.). Los datos fueron analizados usando 
un  calibrado  con muestras monodispersas  de  poliestireno  con  pesos 
moleculares comprendidos entre 1340 a 370000 g/mol. 
 

















El derivado metacrílico del ANSA  (MANSA)  se  sintetizó me‐
diante reacción del grupo amino con el cloruro de metacriloilo para dar 
lugar  a  la  correspondiente  amida  (Figura  III.  2). El  rendimiento de  la 
reacción  fue mayor del 70% y el monómero  se consiguió en  forma de 
polvo rojizo. 
La polimerización radical se llevó a cabo en las condiciones ex‐
perimentales  descritas  anteriormente;  y  dio  lugar  a  rendimientos  de 
prácticamente el 100 % en el caso de los sistemas con AMPS y del 25 % 
en los sistemas con MANSA. 















En  las Figura  III.5 y Figura  III.6  se muestran  los espectros de 




diante  la desaparición de  las  señales de  los protones  vinílicos  corres‐
pondientes de  los monómeros: AB  (6,36 ppm; 6,10 ppm; 5,79ppm), VP 
(7,08  ppm;  4,45  ppm;  4,42  ppm)  y AMPS  (6,12  ppm;  5,59  ppm;  5,51 
ppm). Esto confirma el progreso de la reacción y la ausencia de monó‐
mero  residual;  además,  se  observa  el  ensanchamiento  de  las  señales 
propio de su carácter macromolecular. 
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En  las Figuras  III. 7 y  III. 8  se muestran  los espectros de  13C‐




dientes  carbonos:  AB(128  ppm,  132  ppm),  VP  (97  ppm,  128  ppm)  y 
AMPS (126 ppm, 130ppm).  
El cálculo de las composiciones de los copolímeros se ha reali‐
zado a partir de  los valores de  las  integrales normalizadas de  señales 









Poli(AB‐co‐AMPS) (25:75) (50:50) (65:35) (75:25) 
fAMPS  0,75  0,50  0,35  0,25 
FAMPS  0,72  0,50  0,36  0,23 
Rendimiento (%) 87  70  81  73 
Tabla III.1. Composiciones molares y rendimientos de reacción del siste‐
ma  poli(AB‐co‐AMPS).  fAMPS:  Composición  de  AMPS  en  alimentación, 
FAMPS: composición de AMPS en el copolímero. 
 
















Poli(VP‐co‐AMPS) (30:70) (50:50) (60:40) (70:30) 
fAMPS  0,70  0,50  0,40  0,30 
FAMPS  0,72  0,53  0,45  0,30 
Rendimiento (%) 82  83  80  85 
Tabla III.2. Composiciones molares y rendimientos de reacción del siste‐
ma  poli(VP‐co‐AMPS).  fAMPS:  Composición  de  AMPS  en  alimentación, 
FAMPS: composición de AMPS en el copolímero. 
En  las Figuras  III. 9 y  III. 10 se pueden observar  los espectros 
de 1H‐RMN de los copolímeros basados en el MANSA. Como en el caso 
anterior,  la  formación de polímeros se pone de manifiesto mediante  la 
desaparición de las señales de los dobles enlaces correspondientes a los 
monómeros de AB (6,36 ppm; 6,10 ppm; 5,79 ppm), VP (7,08 ppm; 4,45 
ppm;  4,42  ppm)  y MANSA  (5,86  ppm  y  5,54  ppm).  Esto  confirma  el 
progreso de la reacción y la ausencia de monómero residual, además de 
























Poli(AB‐co‐MANSA)   (30:70)  (60:40)  (70:30) 
fMANSA  0,70  0,40  0,30 
FMANSA  0,20  0,18  0,11 
Rendimiento (%)  25  29  31 
Tabla III.3. Composiciones molares y rendimientos de reacción del siste‐
ma poli(AB‐co‐MANSA).  fMANSA: Composición de MANSA  en  alimenta‐
ción, FMANSA: composición de MANSA en el copolímero. 
Poli(VP‐co‐MANSA)   (50:50)  (60:40)  (80:20) 
fMANSA  0,50  0,40  0,20 
FMANSA  0,27  0,15  0,10 

















Los espectros FTIR de  los copolímeros  (Figuras  III. 12,  III. 13, 
III.  14  y  III.  15) muestran  las  señales más  significativas de  los  homo‐
polímeros y copolímeros. En estos se observa la ausencia de picos olefí‐
nicos  (νC=C a 1635–1620 cm‐1)  indicando  la ausencia de monómero resi‐
dual en las muestras caracterizadas. 





a 2934  cm‐1  (asimétricas),  νC=O  (amida  III) a 1654  cm‐1 y  δCH2 a 1445  cm‐1) y 





































Poli(AB‐co‐AMPS)   Mw  Mn  Mw/Mn 
(25:75)  43700  27300  1,6 
(50:50)  39600  23300  1,7 
(65:35)  68300  36400  1,9 
(75:25)  188900  72500  2,6 
Tabla III.5. Pesos moleculares promedio en peso (Mw), en número (Mn) y 
polidispersidad (Mw/Mn) de los copolímeros poli(AB‐co‐AMPS). 
Poli(VP‐co‐AMPS)   Mw  Mn  Mw/Mn 
(30:70)  116800  52000  2,2 
(50:50)  77900  34700  2,2 
(60:40)  22100  15200  1,5 
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Poli(AB‐co‐MANSA)   Mw  Mn  Mw/Mn 
(30:70)  17000  12200  1,40 
(60:40)  20400  18600  1,10 
(70:30)  40300  18500  2,18 
Tabla III.7. Pesos moleculares promedio en peso (Mw), en número (Mn) y 
polidispersidad (Mw/Mn) de los copolímeros poli(AB‐co‐MANSA). 
Poli(VP‐co‐MANSA)   Mw  Mn  Mw/Mn 
(50:50)  11100  8500  1,30 
(60:40)  11900  8800  1,35 












lares bajos  (Tabla  III.3 y Tabla  III.4) que  incrementan conforme dismi‐
nuye la concentración de MANSA.  
 












propagación  y  la  estabilización  de  los  radicales  libres  generando  co‐






mediante  calorimetría  diferencial  de  barrido  (DSC)  de  los  correspon‐
dientes homopolímeros y copolímeros. Las Tg de  los diferentes homo‐
polímeros se muestran en la Tabla III. 9. 
  Poli(AB) Poli(AMPS) Poli(VP) Poli(MANSA) 









Poli(VP‐co‐AMPS) (30:70) (50:50) (60:40) (70:30) 
Tg (OC)  135,2  120,9  115,8  113,8 




























Poli(AB‐co‐AMPS)   (25:75)  (50:50)  (65:35)  (75:25) 
Tg (OC)  115,3  117,3  100,4  ‐37,4; 99,8 




























la Tg de  ‐37,4 OC corresponde a  la  temperatura de  transición vítrea de 
segmentos  ricos  en AB mientras  que  la  Tg  de  99,8  OC  corresponde  a 
segmentos ricos en AMPS formados en el curso de  la reacción de poli‐
merización. El hecho de que sólo se detecten dos Tg en un copolímero 
puede  deberse  a  que  la  intensidad  de  la  transición  de  los  segmentos 
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181  °C:  Corresponde  al  desprendimiento  de  amoniaco  y/o 






Figura  III.17.  Esquema  de  la  reacción  de  imidación  entre  dos  grupos 
amida adyacentes en el PAMPS 






mentación  térmica de  la cadena principal en una sola etapa  formando 
oligómeros entre 300–450 °C de temperatura y con un máximo de des‐
composición a 410 °C. En el sistema poli(AB‐co‐AMPS) se observan dos 








Figura  III.18.  Termogramas  obtenidos  por  TGA  para  los  sistemas          
poli(AB‐co‐AMPS). 
En el caso de  la poli(VP) (Figura III. 19) se produce una única 






































Figura  III.19.  Termogramas  obtenidos  por  TGA  para  los  sistemas          
poli(VP‐co‐AMPS). 
La estabilidad térmica de los copolímeros poli(VP‐co‐AMPS) es 
mayor que  la del poli(AMPS)  estando  la  temperatura de degradación  
situada  entre  los dos homopolímeros. La degradación de  este  sistema 
tiene lugar en varias etapas: primero se da una pérdida de masa gradual 
entre 50 y 150 °C, que corresponde con el agua absorbida por la mues‐
tra;  seguida de una zona estable que  se extiende hasta 270‐350  °C de‐
pendiendo de la composición. Al seguir aumentando la temperatura se 
da un proceso de descomposición en dos pasos, que corresponde con la 











































En  las  Figura  III.  20  y  III.  21  se  observan  las  degradaciones 
térmicas de los sistemas derivados del MANSA. 
 








































de polímeros acrílicos que dan  lugar a  residuos  carbónicos y  sales de 
sulfato sódico que son estables a más de 550 °C en atmosfera de N2.  
 





sistemas poli(VP‐co‐MANSA)  (80;20) y  (60:40)  se da en una  sola etapa  
entre 360‐450 °C, similar a la poli(VP), lo que indica la presencia de ca‐
denas ricas en VP. El sistema poli(VP‐co‐MANSA) (50:50) presenta una 
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ticas químicas y de  la distribución de  los diferentes componentes a  lo 
largo de las cadenas sintetizadas durante el proceso de polimerización1. 
A partir de  estas  características  se puede predecir directa o  indirecta‐
mente el comportamiento del polímero en diferentes situaciones. 
En  el  caso de  copolimerizaciones  radicales,  la distribución de 
monómeros  en  la  cadena  polimérica  se  puede  determinar  fácilmente 
mediante el cálculo de  las  relaciones de  reactividad de  la  reacción, ya 




las  relaciones de  reactividad nos va a proporcionan  información  clara 







autoensamblado de  las  cadenas poliméricas permitiendo  la  formación 
de  estructuras  supramoleculares  tipo micelas,  coloides o nanopartícu‐
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las7.  Uno  de  los  puntos  más  estudiados  en  el  campo  del    auto‐
ensamblado de copolímeros es la formación de micelas en medio acuoso 










acuoso mediante medidas  de  dispersión  de  luz  dinámica  y  potencial 
zeta.  




Los procesos de  copolimerización nos permiten  la  síntesis de 
un amplio abanico de copolímeros mediante el uso de comonómeros  de 
distintas  naturalezas.  Con  lo  cual  podemos  lograr  obtener  productos 
con propiedades específicas para determinadas aplicaciones. 














௞భభሱሮ ܯଵכ                    (Ecuación IV.1) 
ܯଵכ ൅ ܯଶ
௞భమሱሮ ܯଶכ                    (Ecuación IV.2) 
ܯଶכ ൅ ܯଵ
௞మభሱሮ ܯଵכ                    (Ecuación IV.3) 
ܯଶכ ൅ ܯଶ
௞మమሱሮ ܯଶכ                    (Ecuación IV.4) 











݇ଶଵ ൉ ሾܯଶכሿ ൉ ሾܯଵሿ ൌ ݇ଵଶ ൉ ሾܯଵכሿ ൉ ሾܯଶሿ                (Ecuación IV.5) 
Las  velocidades  de  desaparición  de  los monómeros  (despre‐
ciando el monómero consumido en la iniciación) serán: 
െ݀ሾܯଵሿ ݀ݐ ൌ ݇ଵଵ ൉ ሾܯଵכሿ ൉ ሾܯଵሿ⁄ ൅ ݇ଶଵ ൉ ሾܯଶכሿ ൉ ሾܯଵሿ            (Ecuación IV.6) 
െ݀ሾܯଶሿ ݀ݐ ൌ ݇ଵଶ ൉ ሾܯଵכሿ ൉ ሾܯଶሿ⁄ ൅ ݇ଶଶ ൉ ሾܯଶכሿ ൉ ሾܯଶሿ            (Ecuación IV.7) 
Si dividimos  ambas  ecuaciones  y definimos  las  relaciones de 
reactividad  de  los monómeros  como:    ݎଵ ൌ ݇ଵଵ ݇ଵଶ⁄   y  ݎଶ ൌ ݇ଶଶ ݇ଶଵ⁄   (ݎ௜ 






ݎଵ ൉ ሾܯଵሿ ൅ ሾܯଶሿ
ሾܯଵሿ ൅ ݎଶ ൉ ሾܯଶሿ                                                 ሺEcuación IV.8) 
Ésta es  la ecuación de composición del copolímero o ecuación 
de  copolimerización,  que  expresa  la  composición  instantánea  del  co‐
polímero en función de las relaciones de reactividad y de la concentra‐
ción de  los monómeros en  la alimentación. La ecuación de copolimeri‐










ଵ݂ ൉ ሺݎଵ ൉ ଵ݂ ൅ ଶ݂ሻ










de  composición  se  suele  realizar  a  partir  de  parejas  de  valores  ଵ݂ ܨଵ⁄  
calculados  experimentalmente  utilizando  procedimientos de  linealiza‐




tos  por Behnken15  la  aproximación más  correcta  a  la  hora de  estimar 
dichos parámetros.  





que  emplean  la  ecuación  diferencial  de  copolimerización,  implican  la 
preparación,  aislamiento y purificación de  copolímeros  a baja  conver‐
sión en  todo el  intervalo de  composiciones molares. Este protocolo  es 
tedioso y arrastra un gran número de errores experimentales y proble‐






aproximación  está  ampliamente  aceptada  debido  a  que  proporciona 
una buena aproximación. 
Otra forma de determinar las relaciones de reactividad es utili‐



















La  composición  del  copolímero  puede  determinarse  de  dos 








ron  siguiendo  una metodología  simple  y  novedosa,  desarrollada  por 
nuestro  grupo de  investigación20. Para  ello  se utilizó  la  solución  inte‐
grada  exacta  de  la  ecuación  diferencial  de  copolimerización  definida 
para el modelo  terminal para ajustar directamente  la evolución de  las 











Siguiendo este método, se puede  relacionar  la variación de  la 
concentración de monómeros con las relaciones de reactividad utilizan‐
do  la  ecuación  integrada de  copolimerización que describe  el modelo 
terminal (Ecuación IV.10): 
ݕ ൌ ൤ ݔݔ଴൨
௥మଵି௥మ ൉ ቈ 1 െ ܾ ൅ ሺܽ െ 1ሻ ൉ ݔ1 െ ܾ ൅ ሺܽ െ 1ሻ ൉ ݔ଴቉
௔൉௕ିଵ
ሺଵି௔ሻ൉ሺଵି௕ሻ                     (Ecuación IV.11) 





dio. En  este  caso,  en  cambio,  se  utilizaran datos de  composición  ins‐









positiva  que  aumenta  al  incrementar  la  relación  ሾܯଵሿ ሾܯଶሿ⁄ .  El  error 





con  cada  una  de  las  reacciones.  Esto  se  debe  a  que  las  relaciones  de 
reactividad,  que  se  ajustan  a  cada  grupo  de  puntos  experimentales, 
están altamente  relacionadas. Si  se  representan  el  conjunto de valores 
ݎଵ‐ݎଶ  obtenidos  para  las  reacciones  llevadas  a  cabo  con  las  distintas 
composiciones  de  partida,  se  obtiene  un  punto  de  corte  que  va  a 
corresponder  con  el  valor de  las  relaciones de  reactividad  verdadero, 
independientemente  del  error  introducido  por  ݔ଴,    ݕ଴.  Si  la  técnica 
experimental y el desarrollo teórico fueran completamente perfectos, las 




Lewis  para  polímeros  sintetizados  a  alta  conversión,  es  que  ellos 




datos  de  composición  puntuales  y  este  método  obtiene  datos  de 
composición  instantánea  en  todo  el  rango  de  conversiones 
monitorizadas. 




La dispersión de  luz dinámica  (DLS) básicamente  consiste  en 









mente  con  las moléculas de disolvente que  las  rodean. Además,  estas 
colisiones afectan de forma distinta a las partículas según su tamaño, lo 
que hace que las partículas pequeñas se muevan más rápidamente que 
las grandes22. La  relación  entre  el  tamaño de partícula y  su velocidad 
debida al  efecto Browniano  se puede  calcular mediante  la  relación de 
Stokes‐Einstein23: 
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݃ሺଵሻሺݐሻ ൌ exp  ቈെ ൬4 ൉ πλ sinሺθ 2⁄ ሻ൰
ଶ




a  una  ecuación  exponencial  (conocida  como  función  de  correlación, 
















las  en  suspensión  son  fuertemente  repelidas  entre  sí  impidiendo  su 
agregación  y  precipitación.  Cuando  el  potencial  es  bajo,  la  atracción 
supera la repulsión y la dispersión precipitará.25‐26 
Modelo de la doble capa 
Una  partícula  cargada  en  suspensión  atraerá  los  contraiones 
del medio provocando una reorganización de sus cargas superficiales y 
de  las  cargas  en  equilibrio  del medio.  Este  efecto  fue  estudiado  por 
Hunter y se conoce como el modelo de la doble capa25. Como se ilustra 
en la Figura IV.3, sobre la superficie de la partícula se sitúa una capa de 
contraiones  inmovilizados  de  varios Angstroms  de  espesor  y  que  se 
encuentra fuertemente atraída por la partícula. A esta capa de la deno‐
mina capa compacta o capa de Stern. Debido a las atracciones electrostáti‐

































cas en  la superficie de  las partículas es que pueden  interactuar con un 





fluencia  del  campo  eléctrico  aplicado.  Es  el método  utilizado  para  la 
medida de potencial zeta. 
 Electroósmosis:  movimiento  de  un  líquido  en  relación 
con una superficie inmóvil cargada bajo la influencia de un campo eléc‐
trico. 
 Potencial  de  flujo:  generación  de  un  campo  eléctrico 
cuando se fuerza a un líquido a pasar a través de una superficie carga‐
da. 
 Potencial  de  sedimentación:  generación  de  un  campo 
eléctrico debido a la sedimentación de partículas cargadas. 
Electroforesis 
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cula. A  esta  velocidad  se  le  denomina movilidad  electroforética  y  se 
puede calcular aplicando la ecuación de Henry29‐30 
ܷா ൌ 2 ൉ ߝ ൉ ݖ ൉ ݂ሺ݇ܽሻ3 ൉ ߟ                                                                 ሺEcuación IV.13) 
donde ܷா = Movilidad electroforética, ݖ = Potencial zeta, ߝ = Constante 
dieléctrica, ߟ = Viscosidad y ݂ሺ݇ܽሻ = Función de Henry. 
A  partir de  esta  ecuación  se  puede  calcular  el  potencial  zeta 
mediante una simple medida de movilidad electroforética. Si se trabaja 
en  disoluciones  acuosas  y  con  concentraciones  de  electrolito  bajas  se 
puede  aplicar  la  aproximación  de  Smoluchowski25  que  asume  que  la 
función de Henry tiene un valor aproximado de 1,5, por lo que el poten‐
cial zeta se puede calcular como: 









deuterado  (Sigma)  como  disolvente  a  60±1  °C.  La  reacción  se  realizó 
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dentro del  tubo de  resonancia previa desoxigenación  con nitrógeno y 
situando dentro un tubo capilar con diclorobenceno en DMSO que va a 
servir  como  señal  de  referencia  (Figura  IV.4).  Se  estudiaron  distintas 
concentraciones de comonómeros con el fin de abarcar todo el intervalo 





































de este  tipo de  tecnología reduce  los efectos debido a  la multiplicidad 







lución y mide  la velocidad a  la que se mueven  las partículas mediante 











polímero en 20 nM de NaCl. La  célula  se equilibró a 37  °C durante 5 
minutos. Para  las medidas de potencial zeta el equipo  trabaja en auto‐
mático  realizando  un mínimo  de  10  conteos  por medida.  Cuando  la 







Las  reacciones de  copolimerización  fueron monitorizadas por 




serva  la  señal del diclorobenceno que  se ha utilizado  como  referencia 
para el análisis cuantitativo. 






















Figura  IV.8.  (A)  Relaciones  de  reactividad  para  el  sistema  poli(AB‐co‐





(ݎ஺஻ ൉ ݎ஺ெ௉ௌ ൌ 1),  esto  significa  que  la  velocidad  relativa de  incorpora‐
ción de  los monómeros en  los  copolímeros es  independiente de  la es‐
tructura monomérica terminal de la cadena en propagación.  
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mento.  (fAB=  0,25;  0,5;  0,65;  0,75).  (B) Representación  esquemática de  la 
microestructura de una reacción con una concentración  inicial de AB de 
0,5. 
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co‐AMPS)  evoluciona  de  la  siguiente manera:  Inicialmente  se  forman 
secuencias  ricas en AB   para posteriormente, a mayores  conversiones, 

















Figura  IV.10.  (A) Relaciones de  reactividad  para  el  sistema  poli(VP‐co‐
AMPS).  (B)  Diagrama  de  composición  del  sistema  poli(VP‐co‐AMPS). 
fAMPS:  Composición  de  AMPS  en  alimentación,  FAMPS:  composición  de 
AMPS en el copolímero. Los círculos corresponden a  los valores obteni‐
dos en reacciones a baja conversión en dioxano‐agua (80:20). 
La  relaciones  de  reactividad  de  este  sistema  fueron 
previamente  estudiadas  por    Kurenkov  y  colaboradores32‐35,  que 




con  el  fin  de  estudiar  la  reacción  de  copolimerización  en  estas 
condiciones,  ya  que  la  reactividad  de  monomeros  polares  cambia 
dependiendo de la polaridad del disolvente.  
El sistema poli(VP‐co‐AMPS) presenta unas relaciones de reac‐
tividad por debajo de  la unidad para ambos monómeros  (ݎ௏௉ ൌ 0,12 y 
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forma  es  la misma  ( ஺݂ெ௉ௌ ൌ 0,55).  En  este  punto  la  copolimerización 
tiene  lugar  sin  cambio en  la  composición del alimento. Para  composi‐
ciones alejadas del azeótropo los copolímeros que se formen van a tener 
una  composición  diferente  a  la  de  alimentación. Además,  el  sistema 
presenta una moderada  tendencia a  formar una  estructura  alternante, 
ya que ambas especies en propagación reaccionan preferiblemente con 
la especie opuesta. 
En  la Figura IV.11 se observa  la evolución de  la copolimeriza‐
ción en el sistema poli(VP‐co‐AMPS) con  la conversión. Para composi‐
ciones mayores  que  el  azeótropo  (línea  verde),  la  composición de  las 























En  este  tipo  de  sistemas  no  se  ha  podido  realizar  el  estudio 
mediante  1H‐RMN  in situ debido a  la existencia de problemas que  im‐
piden el análisis mediante esta técnica: 
 La reacción no alcanza el 100% de la conversión. 






conversión  (<10%) en  las mismas condiciones que  las reacciones. Éstas 
se detuvieron precipitándolas en acetona. Este precipitado se redisolvió 
en  agua  y  se  liofilizó  para  su  posterior  caracterización mediante  1H‐
RMN. Una  vez  conocidas  las  composiciones  en  alimentación  y  en  el 
copolímero  se  han  utilizado  los  algoritmos  de  Tidwell‐Mortimer14  y 
Levenberg‐Marquard36 para determinar las relaciones de reactividad.  
Siguiendo  esta metodología    se  ha  estudiado  el  sistema  po‐














Tabla  IV.1. Composiciones  en  alimentación  (f)  y  copolímero  (F)  a  baja 
conversión para el sistema poli(AB‐co‐MANSA). 
 




presentan  el  curso  que  seguiría  una  reacción  de  copolimerización  para 
una determinada concentración en el alimento. (fAB= 0,30; 0,60; 0,70) y  la 
línea verde representa  la conversión  limitante.  (C) Esquema de  la distri‐
bución de monómeros en la reacción. 
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A  partir  de  estos  valores  y  los  algoritmos  anteriormente  co‐
mentados  (Figura  IV.12.A)  se  obtienen unas  relaciones de  reactividad 






ro. Por otra parte  el  índice de polidispersidad para  estos  copolímeros 
fue  relativamente bajo  (Tabla  III.7)  teniendo en cuenta que se  trata de 
una polimerización radical. Como ya se ha comentado, esto se debe a la 





porcional  a  la  concentración de MANSA. Por  otra parte,  el  índice de 
polidispersidad  en  la mayoría de  las  composiciones  estudiadas  se  en‐
cuentra en valores cercanos a  la unidad,  lo cual es característico en co‐
polimerizaciones radicales controladas con transferencia de componen‐
tes altamente estables, como  se describe en  los  trabajos de Rizzardo y 
colaboradores37‐39 para  la polimerización RAFT  (polimerización contro‐
lada por adicción de agentes de  transferencia de cadena) en  la que  se 
usan  agentes  de  transferencia  específicos  que  proporcionan  una  alta 
estabilidad  a  los  radicales  libres. El  carácter  altamente  ionizable y  las 




modulando  distintos  pasos  de  la  copolimerización  (propagación‐
estabilización  de  los  radicales  libres)  dando  lugar  a  copolímeros  con 














Tabla  IV.2. Composiciones  en  alimentación  (f)  y  copolímero  (F)  a  baja 
conversión para el sistema poli(VP‐co‐MANSA). 
Con   estos valores y los algoritmos anteriormente comentados 
se  obtienen unas  relaciones de  reactividad de  ݎ௏௉ ൌ 13,40  y  ݎெ஺ேௌ஺ ൌ
0,12 (Figura IV.13.A).  








presentan  el  curso  que  seguiría  una  reacción  de  copolimerización  para 
una determinada concentración en el alimento.  (fVP= 0,50; 0,60; 0,80) y  la 





meros  sintetizados  son de bajo peso molecular,  incrementándose  con‐
forme desciende la composición de MANSA. Igualmente, los índices de 
polidispersidad tienen valores cercanos a la unidad (Tabla IV.4); en lu‐
gar de valores mayores de  2  como  corresponde  a una polimerización 








va  a permitir diferentes  conformaciones monoméricas y, por  lo  tanto, 
diferentes  organizaciones  supramoleculares  de  los  sistemas  sintetiza‐
dos. Como estudiaremos en los próximos puntos, esta conformación va 






el autoensamblado de  los  copolímeros en un medio acuoso  formando 
micelas  de  tamaño  nanométrico. Mediante medidas  de  dispersión  de 











En  la Tabla  IV.3  se muestran    los  resultados obtenidos en  las 
medidas de dispersión de luz dinámica y potencial zeta. 
A  tenor de  los  resultados, observamos que el copolímero  con 
menor concentración de AMPS (25:75) no forma nanomicelas. Su índice 














Poli(AB‐co‐AMPS) (25:75)  346,1±24,3  0,891±0,219  ‐8,66±3,24 
Poli(AB‐co‐AMPS) (50:50)  165,7±12,3  0,344±0,019  ‐52,4±6,31 
Poli(AB‐co‐AMPS) (65:35)  183,2±4,49  0,418±0,052  ‐45,2±1,15 






este  tamaño  de  partícula  corresponde  a  agregados  multimicelares. 









En  la  Tabla  IV.4  se  observan  los  resultados  obtenidos  en  las 
medidas de dispersión de luz dinámica y potencial zeta. Estos datos nos 













Poli(AB‐co‐MANSA) (30:70)  21,7±0,1  0,357±0,005  ‐55,6±3,61 
Poli(AB‐co‐MANSA) (60:40)  41,5±0,5  0,559±0,097  ‐43,4±9,85 
















pos  sulfónicos  en  el  exterior de  la micela, haciéndolos más  accesibles 
para su interacción con los distintos factores proangiogénicos.  
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 V.   Inhibición in vitro de la mi-








El  crecimiento y desarrollo de nuevas  redes de vasos  sanguí‐
neos es un punto crítico en el desarrollo de tumores sólidos, además de 




contra  el  cáncer,  por  ello  podemos  encontrar  numerosos  agentes  an‐
tiangiogénicos   en diversas fases de ensayo clínico6‐8. Un ejemplo de  la 
actual  lucha  contra el  cáncer es el  trabajo del Profesor  Joan Massagué 
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V.   Inhibición in vitro de la mitogénesis inducida por aFGF  
Numerosos  estudios histológicos han demostrado  que  el  cre‐



















lisulfonados  con  estructuras químicas y  tamaños distintos pueden  ac‐
tuar como antagonistas de los FGF debido a la similitud con algunas de 
las  características  funcionales  de  la  heparina/heparán  sulfato. Dichos 
estudios han demostrado  la capacidad de  los compuestos polisulfona‐





nario, y por  lo  tanto,  evitando  la activación de  las  cascada de  señales 
que dan lugar a la angiogénesis. 
A  partir  de  los  estudios  de  Faham18  y  Liekens19  se  identificó 
una zona de unión específica de  los FGF con  la heparina sobre  la que 






a  que  durante  la  polimerización  el  poli(AMPS)  desarrolla  un  centro 
asimétrico  en  el  carbono  central   de  las unidades  acrilamidas  que da 
lugar  a  la  formación  de  puentes  de  hidrógeno  entre  unidades  con  la 
misma conformación. Con estas condiciones el polímero adquiere una 
estructura  en  forma de hélice  con  los grupos  sulfónicos  en  el  exterior 
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separados  entre  9  y  10 Å. La  configuración  en  hélice del poli(AMPS) 
permite su acoplamiento al FGF sin distorsionar  la configuración heli‐
coidal. En esta unión los grupos sulfónicos del AMPS interaccionan con 




El modo  de  acción  del ANSA  es  totalmente  diferente  al  del 
AMPS. El ANSA se une al factor de crecimiento modificando su estruc‐
tura e impidiendo la unión de la heparina a los FGF. Tornero y colabo‐


















Las  interacciones entre  los polímeros sintetizados y el FGF  se 
estudiaron mediante titulación calorimetría isotérmica (ITC). Esta técni‐
ca no sólo proporciona  información acerca de  la mayor o menor afini‐
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V.   Inhibición in vitro de la mitogénesis inducida por aFGF  
cesidad de modelos o hipótesis  adicionales. De  esta manera  se puede 
estudiar el perfil termodinámico de  la  interacción entre distintas molé‐
culas  mediante  la  determinación  de  las  distintas  magnitudes  termo‐
dinámicas que caracterizan esta unión21‐22. 
El  equipo utilizado para  la  técnica del  ITC  es un  calorímetro 








pone de un  accesorio  auxiliar, Thermo Vac, que  sirve para  limpiar  la 
célula, desgasificar y termostatizar el agua y las muestras mediante un 
vacío de ‐860 mbares y agitación magnética. 





larga de 250  μL  con una paleta de agitación en  el  extremo. Todo  ello 
acoplado magnéticamente a un motor de alta precisión que rota a velo‐
cidad  constante,  y  que  no  necesita  hacer  una  corrección  del  calor  de 
fricción en la agitación. La célula de referencia actúa únicamente como 
una prueba de temperatura y no es agitada. 




entre  el  revestimiento y  las  células. Después  se  aplicará una potencia 
















do como  resultado de  la  inyección. Un mecanismo similar de  retroali‐








niendo que no existen otros procesos que  interfieran en  la  reacción; el 






ܼ ൌ ሺ1 ൅ ܭሾܮሿሻ௡                                                                           (Ecuación V.I) 
donde ܭ es la constante de equilibrio por sitio de unión, ሾܮሿ la concen‐
tración de  ligando  libre y ݊ es el número de sitios de unión de  la ma‐
cromolécula para  el  ligando. La  razón de  la  concentración de  ligando 
unido,  ሾܮሿ௕  entre  la  concentración  de macromolécula  total  se  conoce 


















ݍ௜ ൌ Δܪ௕ ൉ ஼ܸ ൉ ൫ሾܮሿ௕,௜ െ ሾܮሿ௕,௜ିଵ൯ ൌ Δܪ௔௣ ൉ ஼ܸ ൉ ሺ ҧ߭௜ ൉ ሾܯሿ௜ െ ҧ߭௜ିଵ ൉ ሾܯሿ௜ିଵሻ 
(Ecuación V.4) 
donde  ሾܮሿ௜  es  la  concentración de  ligando  unido  y  ሾܯሿ௜  la de macro‐
molécula en la célula. 
















ሾܮሿ ൌ ሾܮሿ் െ ሾܮሿ௕ ൌ ሾܮሿ் െ ܳ஼ܸ ൉ Δܪ௔௣                                         (Ecuación V.6) 
Si  sustituimos en  la ecuación V.5 obtenemos una ecuación de 
segundo  grado  en Q  que  al  resolver  nos  queda  la  siguiente  solución 
(Ecuación V.7): 
ܳ ൌ ஼ܸ ൉ Δܪ௔௣2ܭ ൉ ቂ1 ൅ ܭሾܮሿ் ൅ ݊ܭሾܯሿ் െ ඥሺ1 ൅ ܭሾܮሿ் ൅ ݊ܭሾܯሿ்ሻଶ െ 4݊ܭଶሾܯሿ்ሾܮሿ்ቃ 
(Ecuación V.7) 
Esta  ecuación nos  relaciona  el  calor  acumulado  tras N  inyec‐
ciones con variables experimentales  ( ஼ܸ ,  ሾܮሿ் y  ሾܯሿ்). Por otro  lado  la 
ecuación V.6 se puede expresar también como: 
ሾܮሿ ൌ ሾܮሿ் െ ሾܮሿ௕ ൌ ሾܮሿ் െ ሾܯሿ் ൉ ݊ܭ
ሾܮሿ




ሾܮሿ ൌ 12ܭ ൉ ቂെ1 െ ܭሾܯሿ் ൅ ݊ܭሾܯሿ் െ ඥሺ1 െ ܭሾܮሿ் ൅ ݊ܭሾܯሿ்ሻଶ ൅ 4ܭሾܮሿ்ቃ 
(Ecuación V.9) 
Si derivamos la ecuación V.7 se obtiene la siguiente expresión: 











1 ൅ ܭሾܯሿ் ൉ ߠ െ ݊ܭሾܯሿ்









El  resto  de  parámetros  termodinámicos  se  pueden  calcular 
haciendo uso de las ecuaciones fundamentales de la termodinámica: 
∆ܩ ൌ െܴܶ lnܭ ൌ ∆ܪ െ ܶ∆ܵ                                                     (Ecuación V.11) 
De esta  forma se obtienen  todos  los parámetros  termodinámi‐
cos con los que caracterizar las interacciones objeto de estudio: 
‐ ΔH: Nos indica si la reacción es exotérmica o endotérmica. 
‐  ΔS:  Su  signo nos  indica que  tipo de  reacción  estamos  estu‐
diando.  Si  ΔS  <  0  la  interacción  será  preferentemente  electrostática, 
mientras que si ΔS > 0 entonces las interacciones serán preferentemente 
covalentes. 
‐ K: Es  la  constante de afinidad y  cuanto mayor  sea  su valor 
mayor afinidad tendrán las moléculas para interaccionar. 



















100  μL  de medio mínimo  (DMEM/Ham´s  F‐12)  por  pocillo.  Tras  14 
horas de incubación en la estufa de cultivos, se añade al pocillo 10 μL de 
una disolución  en DMEM  (0,1% BSA) que  contiene  el  factor de  creci‐
miento  de  fibroblastos  ácido  (6,40  ng/ml)  y  heparina  de  3KDa  (100 
μg/ml). A  esta disolución  se  le  añaden  concentraciones  crecientes del 
polímero (de 0 a 10 mg/ml)  cuya actividad biológica se quiere estudiar. 
De esta forma, las concentraciones finales en el pocillo aproximadas son 










μl  de  una  disolución  de  cristal  violeta  (1mg/ml)  en  tampón  fosfato 
50mM pH 7,2, se agita y se  incuba durante 10 minutos a  temperatura 











serva si  la presencia de polímero  influye en  la mortalidad de  los fibro‐
blastos. 




Para  el  análisis de  las  interacciones  entre  los polímeros  estu‐
diados y el factor de crecimiento FGF, por la técnica de ITC, se ha traba‐
jado a 37 °C y en medio tamponado HEPES 30 mM‐EDTA 0,1 mM a pH 
7,2. Para  la realización de  las medidas se preparan disoluciones de  los 
polímeros de 9,66  ∙ 10‐2 mM,  considerando esta  concentración, óptima 
para su solubilidad y detección de  los parámetros estudiados en  la  in‐
teracción con el  factor de crecimiento FGF, cuya concentración ha sido 
de 1,89 ∙ 10‐2 mM. 
Para  las medidas del  calor de  interacción  se han  realizado 37 
inyecciones de 7 μL cada una. Tras cada inyección el equipo aplica una 
potencia de    30  μCal para volver  a  equilibrar  el  sistema, midiendo  el 
calor que debe suministrar para esto. A partir de estos datos el software 
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  V.   Inhibición in vitro de la mitogénesis inducida por aFGF 
En  la Figura V.5  se muestra el efecto con  la  concentración de 










mientras que  el  sistema poli(AB‐co‐AMPS)  (75:25) no  fue  activo hasta 
composiciones superiores a los 125 μg/ml. Sin embargo, la  actividad de 
este copolímero alcanza valores muy superiores, llegando prácticamen‐
te a  la  inhibición  total a concentraciones de 1000 μg/ml. Por otro  lado, 
los copolímeros poli(AB‐co‐AMPS) (50:50) presenta un comportamiento 





































































de  toxicidad.  En  azul  poli(VP‐co‐AMPS)  (70:30),  en  verde  poli(VP‐co‐
AMPS) (60:40) y en rojo poli(VP‐co‐AMPS) (30:70). 
Como vimos en el trabajo de Liekens17, 19 sobre las interacciones            
poli(AMPS)‐FGF,  se  puede  considerar  que  la  diferencia  de  actividad 
biológica en estos copolímeros puede deberse a la diferente distribución 
de monómeros en  la cadena polimérica (microestructura). Como se es‐
tudió  en  el  capítulo  anterior  el  sistema  poli(AB‐co‐AMPS),  presenta 
unas  relaciones de  reactividad  que  predicen  la  formación de  cadenas 
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poliméricas  con zonas  ricas  en AB y zonas  ricas  en AMPS. Por  tanto, 
este  sistema presenta altas probabilidades de presentar  largas  secuen‐
cias de AMPS en la cadena polimérica y, en consecuencia, la formación 
de  la estructura adecuada para su  interacción con  los aFGF  inhibiendo 
su unión con los receptores correspondientes. 
Por otro  lado, el sistema poli(VP‐co‐AMPS) es un sistema aze‐
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interacción  entre  el ANSA  y  los  FGF  tienen  lugar  con  estequiometría 
1:1, por lo que la presencia de varias unidades MANSA cercanas puede 
impedir estéricamente  la  interacción ANSA‐FGF. Si nos  fijamos en  los 
resultados obtenidos  en  las medidas de dispersión de  luz y potencial 
zeta (Tabla IV.4) comprobamos que el tamaño de partícula de  los polí‐
meros  con menor  contenido  en MANSA  tienen un mayor  tamaño de 
partícula y un menor potencial zeta; esto nos  indica que  la concentra‐
ción de unidades MANSA en  la  superficie de  la micela es menor,  su‐
friendo menos impedimentos estéricos a la hora de interaccionar con los 
aFGF. 




su  composición, poli(VP‐co‐MANSA)  (80:20)  sólo presenta  actividad  a 









Figura V.10. Efecto de  los  copolímeros del  sistema poli(VP‐co‐MANSA) 










































centraciones  mayores.  Si  comparamos  los  polímeros  de  MANSA  y 
AMPS con AB observamos que el tipo de interacción entre copolímero y 
factor de crecimiento también influye y  que el tipo de interacción de los 
copolímeros de MANSA  es más  favorable,  por  lo  que  su  actividad  a 
bajas  concentraciones  es mayor.  Estos  resultados  demuestran  la  gran 











ANSA‐bFGF  3,02 ∙ 104  ‐2,39 ∙ 104  ‐78,1 
Poli(AMPS)‐bFGF   1,05 ∙ 105   ‐ 1,35 ∙ 104    ‐ 20,6 
Poli(AB‐co‐AMPS) (50:50)‐bFGF   1,91 ∙ 104   ‐3,56 ∙ 104   ‐99,9 
Poli(VP‐co‐AMPS) (50:50)‐bFGF  1,12 ∙ 104   ‐1,31 ∙ 104   ‐21,2 
Poli(AB‐co‐MANSA) (60:40)‐bFGF   7,21 ∙ 104   ‐2,63 ∙ 104   ‐63,9 
Poli(AB‐co‐MANSA) (30:70)‐bFGF  9,57 ∙ 104  ‐ 9,08 ∙ 104  ‐ 270,0 
Poli(VP‐co‐MANSA) (50:50)‐bFGF  5,54 ∙ 104  ‐ 3,23 ∙ 104  ‐29,3 
Heparina‐bFGF  1,12 ∙ 105  ‐2,96 ∙ 104  ‐69,9 
Tabla V.1. Resultados de la titulación calorimétrica isoterma a T=37 °C. 






negativos. Estos  resultados  coinciden  con  los obtenidos por Liekens y 
colaboradores19  y  Fernández‐Tornero  y  colaboradores15  que  indicaban 
que las interacciones que tenían lugar entre el Poli(AMPS)‐bFGF y AN‐





ción  entre  las  distintas moléculas  en  estudio  y  el  bFGF.  La  heparina 
muestra  la mayor  afinidad por  el  bFGF debido  a  que  biológicamente 
están diseñadas para interaccionar entre sí. El resto de moléculas tienen 
constantes de afinidad próximas a  la heparina, por  tanto  la  inhibición 
del bFGF  es posible  al  ser un proceso  competitivo que  se  favorece  al 
aumentar  la  concentración de polímero. Tanto  el Poli(AMPS)  como  el 




quieren  valores  negativos. Esto  implica  que  el proceso de  interacción 
entra moléculas es un proceso exotérmico. 
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la  migración  celular  como  respuesta  a  un  estímulo  an‐
giogénico2. El ensayo más frecuente que se suele realizar es 





tudiar  la angiogénesis es el estudio de  la capacidad de  las 
células endoteliales  para formar estructuras tubulares4. En 
este  campo,  lo más utilizado  son  los  cocultivos de  células 
endoteliales y  fibroblastos, que en determinadas condicio‐
nes  son  capaces de  formar estructuras  tubulares que pue‐
den ser analizadas mediante microscopía5‐6. 














sición de  la ECM  también  controla  la adhesión  celular y  la migración 
mediante la presencia de  enzimas proteolíticas que determinan la capa‐
cidad de  la célula para  remodelar  la matriz y permitir su migración a 
través de ella8. 
Por  lo  tanto,  la sustitución de ensayos  in vitro 2D por ensayos 
in vitro 3D está  limitada por  la disponibilidad de sustratos que  tengan 











disponibilidad,  tiempos de  coagulación, precio,…  y  elegir uno u  otro 
dependerá de las características que busquemos. 
Matrices comerciales como PuraCol® (99,9% colágeno tipo I) o 















para  la preparación de matrices en ensayos  tridimensionales. Este  tipo 
de compuestos  reproducen adecuadamente el medio necesario para el 
proceso de neovascularización de una  forma  simple y  sencilla10,  13. Al 






del  tumor14‐15. La adicción de diferentes  factores de  crecimiento,  como 
son los FGF y VEGF, permite la simulación de una matriz para el estu‐
dio de los procesos de angiogénesis tumorales16‐17. 
En  el  presente  trabajo,  se  han  empleado  soportes  de  fibrina 
(sintetizados a partir de la coagulación de una disolución de fibrinóge‐
no  con  trombina) para  el  estudio de  la  inhibición de  la  formación de 
estructuras tipo capilares. Se ha elegido este método debido a su mayor 





La  inmunohistoquímica  se basa  en  la utilización de  anticuer‐
pos, previamente marcados, para la detección de moléculas específicas, 





inmunoglobulinas  que  son  sintetizadas  en  respuesta  a  una  sustancia 
ajena. Según su procedencia se puede distinguir entre19: 




celulares  sencillas  que  producen  el  anticuerpo.  Son  alta‐
mente específicos. 
‐ Policlonales:  Se  producen  en  animales  (ovejas,  conejos  y 
cabras) como  respuesta al ser expuestos a un antígeno es‐
pecífico, obteniéndose un  antisuero  con distintos  tipos de 
anticuerpos. 
Posteriormente, se modifican incorporándoles un marcador pa‐
ra  que  puedan  ser  detectados.  Los marcadores  pueden  ser:  isótopos 
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 Método  directo:  Los métodos  directos  consisten  en  que  el  anti‐
cuerpo  (anticuerpo primario) se encuentre asociado con algún  ti‐
po de marcador que permita  identificar  los  lugares donde  se ha 
unido. Tiene  como ventaja que  sobre una misma preparación  se 
pueden  incubar tantos anticuerpos como se desee, o tantos como 
sistemas de marcaje diferentes podamos emplear. En el caso de la 







cuerpo primario uniéndose  a  él. Estos métodos  son mucho más 
sensibles que los directos, pues al anticuerpo primario se pueden 




























ro  fetal  bobino  (FBS,  Life  Technologies),  1%  de  penicili‐
na/estreptomicina,  1%  Glutamax  I  (Life  Technologies),  25  μg/ml  de 











humano  (Fluka)  disuelto  en  una  disolución  estéril  de  tampón  fosfato 
(PBS, Gibco) a una concentración de 6 mg/ml. 500 μL de esta disolución 
se mezclan con 450 μL de células (250000 células/mL) en medio M199 y 
se  le añaden 200 U/ml de Aprotinina  (Sigma‐Aldrich) para prevenir  la 









to VEGF  (Sigma‐Aldrich)  y  bFGF  (Sigma‐Aldrich)  y  los polímeros  en 
estudio en las concentraciones que se indican en la Tabla VI.1. 
 















VI.2.3   Visualización del proceso de  angiogénesis  in vitro mediante 
tinción fluorescente e inmunofluorescencia. 
Después de siete días de  incubación  las células se  fijaron   su‐
mergiendo la matriz de fibrina en una disolución de paraformaldehido 
durante cinco minutos. A continuación se procedió al proceso de tinción 














utilizado  un  anticuerpo  de  ratón  que  se  une  a  las  proteínas  de 
unión  entre  células  endoteliales  (mouse  anti‐human  PECAM 
CD31, DAKO),  indicándonos que existe una  interacción entre  las 















riéndole  color  azul. El  otro  tinte utilizado  es  la  faloidina‐TRITC 
(Sigma) que es un producto derivado de la amanita faloide que se 
une  a  la  actina del  citoplasma  celular  otorgándole  color  rojo,  lo 
que permite estudiar la organización del citoesqueleto. Tras lavar 
las muestras, éstas se sumergen en una disolución 1% de BSA en 














para  cada  tinción  (Hoechst  33342:  350 nm,   TRITC:  612 nm, Alexa488 
495 nm). 
Para  el  análisis  por  microscopía  láser  confocal  se  monta  la 
muestra  sobre un portaobjetos  con medio de montaje Fluoromount‐G 
(SouthernBiotech)  y  se  toman  cinco  imágenes  aleatorias  por muestra 
con una profundidad de 50 μm. El análisis de las imágenes se ha lleva‐
do a cabo con el software libre ImageJ 1,42q que se encuentra disponible 
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las  endoteliales  macrovasculares  (HUVEC)  y  microvasculares 
(HDECM) se comportaron de manera similar en términos de  la forma‐
ción del  tubo en geles de  fibrina. En el ensayo realizado,  las células se 























Figura VI.6.  Imágenes de microscopía  láser confocal.  Imagen de  la emi‐
sión azul ‐ células (a), rojo ‐ citoesqueleto (b), verde ‐ adhesión (c) y mon‐
taje de un corte de 300 μm (d). 








distintas alturas   se observa   que efectivamente  la disposición que ad‐
quieren  las  células  es de  forma  tubular,  formándose posiblemente un 





























Figura VI.9.  Imágenes de microscopía  confocal  a  10x de  los núcleos de 
células HUVEC en los soportes de fibrina con diferentes concentraciones 
de poli(AB‐co‐AMPS) (50:50). A: 0 mg/ml, B: 0,5 mg/ml y C: 1 mg/ml. 
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Todos  los  copolímeros muestran  una  inhibición  significativa 
cuando  ambos  factores de  crecimiento  se  añaden, mientras que  la  in‐




















En  las  imágenes  se  observa una  reducción  significativa  en  el 
número de células cuando añadimos  los polímeros. En  la Figura VI.12 
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talensulfónico  para  su  interacción  con  los  distintos  factores  de  creci‐
miento. 
Además los sistemas basados en el MANSA también muestran 
inhibición del VEGF,  otro de  los principales  factores proangiogénicos 
dependientes de la heparina. 
VI.3.3  Organización celular en las matrices 3D de fibrina. 
En  los  ensayos  3D no  sólo  se  estudia  la proliferación  celular; 








polímero  se  inhibe  el  contacto  entre  células  y  se  observa  un menor 
número  de  ramificaciones  y  de  un  tamaño menor.  Si  se  analizan  las 
imágenes  con  un mayor  aumento  (figuras VI.15c  y VI.15d)  se  puede 
comprobar que  la presencia del  copolímero  inhibe  los  factores proan‐
giogénicos  mostrando  las  células  endoteliales  una  estructura  celular 














an para  formar  estructuras  ramificadas que  se asemejan a una  red de 
vasos sanguíneos.  Cuando se añaden los distintos copolímeros (Figura 














rojo.  (a)  Poli(VP‐co‐MANSA)  (23%  MANSA).  (b)  Poli(AB‐co‐MANSA) 
(20% MANSA). (1) Control. (2) 0,5 mg/ml. (3) 1 mg/ml. 










Se observa  cómo,  en ausencia de  copolímeros,  las  células ad‐
quieren una  configuración  tubular  similar  a  vasos  sanguíneos,  expre‐
sando  la  glicoproteína de  adhesión PECAM CD31  (verde)  lo  que nos 
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 VII.   Estudio de inhibición de la 










pacidad  mitogénica  de  distintos  factores  pro‐angiogénicos  (VEGF, 





dio de  la angiogénesis  in vivo son  los  injertos de Matrigel® en ratones2. 
Como  se  comentó  en  el  capítulo  anterior,  el Matrigel®  es una mezcla 
gelatinosa de proteínas, glicoproteínas y factores de crecimientos que se 





dose por vía subcutánea en  la  región ventral de  ratones  (Figura VII.1) 
formándose un tapón de Matrigel®. Si además le añadimos algún factor 
proangiogénico, como el bFGF, sucede que  las células endoteliales mi‐
gran desde el  ratón al  tapón de Matrigel®  formando vasos sanguíneos 
plenamente funcionales y con circulación5.  









compuesto  que  deseamos  estudiar  antes  de  inyectarlo.  Así  pues,  se 
comprueba  la  capacidad  antiangiogénica mediante  la  inhibición de  la 
formación de vasos sanguíneos dentro del Matrigel®2. 
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   VII.   Estudio de inhibición de la angiogénesis en modelo animal 





ía             desarrollada por el grupo de Neuroanatomía y Biología Celular 
del Instituto Cajal de La Rioja (CIBIR) para la determinación directa de 
la  angiogénesis7‐9.  Este método  está  basado  en  la  implantación  de  un 
tubo de silicona relleno de matrigel®, factores de crecimiento y el com‐
puesto que queramos estudiar   en ratones. Cuando se ha producido  la 
formación de nuevos vasos  sanguíneos  se procede a  su  cuantificación 
mediante la inyección de una tinción que es transportada por el torrente 
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   VII.   Estudio de inhibición de la angiogénesis en modelo animal 
colo previamente  aprobado por  éstas. Después de  11 días  el  ratón  es 
inyectado  intravenosamente  con  una  disolución  de  isotiocianato  de 
fluoresceína  (FITC‐Dextrano,  100  μL/ratón;  Sigma). Esta disolución  se 
deja  actuar  durante  20 minutos  y marca  fluorescentemente  los  vasos 
sanguíneos por donde  circula, poniendo  claramente de manifiesto  los 









Tal y como se observa en  las  imágenes  (Figura VII.5), al  final 
del periodo de  incubación,  los  implantes  control positivo  (bFGF)  con‐
tienen  acumulaciones  visibles  de  capilares  sanguíneos  (flechas  en  la 
Figura VII.5a) 












trofotométricas en  los ensayos  in vivo en el  sistema poli(AB‐co‐AMPS) 
para los copolímeros (50:50) y (25:75).  




Figura VII.  6.  ‐  Inhibición  de  la  angiogénesis  in  vivo  por  parte  de  los 






significativa de  la  angiogénesis, mientras que  los  copolímeros  con un 
75% de AMPS muestran una inhibición significativa de la angiogénesis. 

























































fotométricas  en  los  ensayos  in  vivo  en  el  sistema poli(VP‐co‐MANSA) 
para los copolímeros (50:50) y (70:30).  
 
Figura VII.7.  Inhibición de  la angiogénesis  in vivo por parte de  los polí‐
































































vidad en  los ensayos  in vitro debido a  la  formación de estructuras que 
permiten una mayor  accesibilidad  a  los grupos  sulfónicos del ANSA. 
Esta mayor actividad se vuelve a reflejar en los ensayos in vivo, como se 
observa en la Figura VII. 8.  
En  este  caso  ambas  composiciones  presentan  una  inhibición 
significativa de la angiogénesis in vivo, a pesar de la baja concentración 
utilizada  (0,1 mg/ml),  siendo  ligeramente superior a mayor concentra‐
ción de MANSA en el copolímero. Al igual que en el caso anterior estos 
resultados se corresponden con los obtenidos en la inhibición de la mi‐
togénesis  inducida por aFGF, mostrando una alta  inhibición de  la an‐
giogénesis a bajas concentraciones. 




Figura VII.  8.  ‐  Inhibición  de  la  angiogénesis  in  vivo  por  parte  de  los 





Estos  resultados  posicionan  al  sistema  poli(AB‐co‐MANSA)  
como un buen candidato para  su uso como  fármaco anti‐angiogénico. 

























































































































novel methacrylic monomer derived  from  5‐amino‐2‐naphthalene  sul‐
fonic  acid.  This monomer  and  2‐acrylamide‐2‐methylpropanesulfonic 
acid  have  been  copolymerizated  with  butyl  acrylate  and  N‐
vinylpyrrolidone  in  order  to  obtain  four  families  of  copolymers with 
different  mechanisms  of  action  against  growth  factors  and  different 
behavior in aqueous media. 
The  microstructural  characterization  and  supramolecular  or‐
ganization were  characterized  calculating  the  reactivity  ratios  (micro‐
structure) and by zeta potential and light scattering measurements (su‐
pramolecular organization). These results showed  that  the copolymers 
had VP  or AB  rich  sequences,  except poly(VP‐co‐AMPS). This  system 
presented  a moderate  alternating  structure  typical  of  azeotropic  sys‐
tems.  The microstructure  of  the  copolymers  and  the  different  hydro‐
philic/hydrophobic  comonomers used  gave  rise  to different  organiza‐
tions  in  aqueous media:  those  copolymers  that  incorporated  the most 
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VIII.   Summary and conclusions  
angiogenic  factors  in  the  development  of  solid  tumors.  In  this  study 
have been demonstrated the  influence of microstructure and supramo‐
lecular  organization  on  the  biological  activity  of  the  copolymers. The 
copolymerization of AMPS with VP generated copolymers with a  ten‐
dency to form alternating sequences that did not present antimitogenic 
activity.  However,  poly(AB‐co‐AMPS)  systems  form  AMPS‐rich  se‐
quences  in  the polymer  chain. These AMPS‐rich  sequences  interacted 
with aFGF and inhibited the proliferation of the fibroblasts. In the case 





this  sense,  a  three‐dimensional  assay  for  the  study of  angiogenesis  in 
vitro  was  developed.  Capillary‐like  structures were  formed  by  endo‐
thelial  cells  when  cultured  in  fibrin  matrices  and  the  appropriate 
growth factors were added to the media. The activity of the synthesized 
copolymers  was  evaluated  using  this  assay.  Poly(AB‐co‐AMPS), 
poly(AB‐co‐MANSA)  and  poly(VP‐co‐MANSA)  prevented  the  forma‐
tion of capillary‐like structures and  inhibited  the proliferation,  the mi‐
gration and the differentiation of endothelial cells. 
Finally,  in  vivo  tests were  performed  in  nude mice.  In  these 
tests silicones tubes filled with Matrigel® and the polymers under study 
were  implanted  in  the mice  in order  to measure  the  formation of new 







1. Suramin  and  suradist  inspired molecules,  as ANSA,  and poly‐
mers carrying sulfonic groups, as PAMPS, are good candidates 
as angiogenic inhibitors. 
2. The  copolymerization  of  these  monomers  bearing  sulfonic 
groups in their structure with different hydrophobic/hydrophilic 
monomers  and  the different microstructure  of  the  synthesized 




AMPS  and  aFGF  required  the  presence  of  several  adjacent 
AMPS units. This allowed the formation of a helical structure al‐
lowing  the  interaction with  the  aFGF.  Poly(VP‐co‐AMPS)  pre‐
sented a  rather alternating distribution of monomers along  the 
copolymeric  chains,  whereas  poly(AB‐co‐AMPS)  presented  a 
clear tendency for the formation of long block sequences that fa‐
vor  the  interaction with FGF and  therefore  the antiproliferative 
activity  of  these  polymers.  Proliferation  of  the  cultured  cells 
could be modulated not only by varying the copolymer concen‐






MANSA)  amphiphilic  copolymers  formed  micelles  by  self‐
assembling  in  aqueous media. The hydrophobic AB  sequences 
were  concentrated  in  the  core of  the nanoparticles and  the hy‐
drophilic MANSA units were  located on  the surface or shell of 
the  nanoparticles.  These  supramolecular  structures  could  be 











cells  do  not  form  monolayers  but    organize  themselves  in 
branched capillary‐like structures.  
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   VIII.   Summary and conclusions 
6.  MANSA‐based  copolymers  showed  the  highest  inhibition  of 
angiogenesis  on  the  in  vivo  assay.  AB‐based  copolymers  pre‐
sented  the  highest  inhibitory  effect.  Therefore  the  poly(AB‐co‐
MANSA) system may be a good candidate as angiogenesis inhi‐
bitor drug. 
 
 
 


